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RESUMEN 
 
Se evaluaron extractos crudos etanólicos de neem Azadirachta indica (Juss), 
orégano Lippia graveolens (Kunth), guayaba Psidium guajava (L.), mandarina 
cleopatra Citrus reshni (Hort ex Tan) y ajo Allium sativum(L.), contra el psilido D. 
citri en dosis de 50 y 500ppm. Además el orégano fue evaluado como aceite 
esencial al 2 y 4% utilizando Tween 20 como emulsificante. Para determinar la 
eficiencia de los tratamientos como repelentes contra el psilido, se contabilizaron 
los insectos vivos encontrados sobre la planta a las 24 y 48h. Para determinar su 
eficiencia como insecticidas se contabilizaron los insectos muertos a las 48h 
después de la aplicación. Los datos obtenidos fueron analizados mediante el 
paquete estadístico SAS® System, con el procedimiento ANOVA y las medias 
obtenidas fueron comparadas mediante la prueba de Tukey (P ≤ 0.05). Se 
determinó que el mejor tratamiento de repelencia a las 24h y 48 h después de la 
aplicación fue el extracto de ajo a 50 ppm, con valores de 84.37% y 87.50% 
respectivamente. El mejor tratamiento para mortalidad fue el aceite de orégano al 
4% con un porcentaje de mortalidad de 70.31%. Con la finalidad de establecer las 
relaciones genéticas de poblaciones de D. citri colectadas en diferentes regiones 
del país, se amplificaron fragmentos de los genes mitocondriales  ARNr 16S y 
Citocromo oxidasa 2, lográndose establecer que al menos existen dos haplotipos 
en las poblaciones de estudio. También se realizó el análisis molecular de 354 
muestras de plantas y de Diaphorina citri para la detección de Ca. Liberibacter spp, 
detectándose  solamente 2 muestras positivas. Los resultados obtenidos, permiten 
inferir el uso del extracto de ajo y del orégano en el manejo integrado de Diaphorina 
citri a nivel de campo, lo que sin duda reducirá el uso de pesticidas para el control 
del psílido que es el vector de la bacteria causante del Huanglongbing. También se 
podría establecer la búsqueda de enemigos naturales de Diaphorina citri con una 
mayor eficiencia de control basándose en el origen de las poblaciones del insecto 
para su integración exitosa a un programa de control biológico.   
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ABSTRACT  
 
Ethanolic crude extracts neem Azadirachta indica ( Juss ) , oregano Lippia 
graveolens (Kunth ) , guava Psidium guajava (L. ) , Cleopatra mandarin Citrus 
reshni ( Hort ex Tan) and garlic Allium sativum (L. ) against psyllid D. citri. were 
evaluated at doses of 50 and 500ppm. Besides oregano was evaluated as an 
essential oil at 2 and 4 % using Tween 20 as emulsifier. To determine the 
efficiency of the treatments as repellents against psyllid, live insects found on 
the plant at 24 and 48 h were recorded. To determine its efficiency as 
insecticides dead insects at 48h after application were recorded. The data 
obtained were analyzed using the statistical package SAS ® System, the 
ANOVA procedure and the means obtained were compared by the Tukey test (P 
≤ 0.05). It was determined that the best repellent treatment at 24h and 48 h after 
application garlic extract was 50 ppm , with values of 84.37 % and 87.50 % 
respectively . The best treatment for mortality was oregano oil 4% with a 
percentage of 70.31 % of dead insects. In order to establish the genetic 
relationships of populations of D. citri collected in different regions, fragments of 
mitochondrial genes 16S r RNA and cytochrome oxidase 2 was established that 
there are at least two haplotypes in the study populations were amplified. 
Molecular analysis of 354 samples of plants and Diaphorina citri for the 
detection of Ca. Liberibacter spp was also performed, only 2 positive specimens 
detected. The obtained results allow to infer the use of the extract of garlic and 
oregano in the integrated management of Diaphorina citri field level, which will 
certainly reduce the use of pesticides to control psyllid is the vector of the 
bacterium that causes Huanglongbing. You could also set the search for natural 
enemies of Diaphorina citri with greater control efficiency based on the origin of 
insect populations for a successful biological control program integration. 
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1. INTRODUCCIÓN 
 
La citricultura representa una de las mayores actividades agrícolas en la 
República Mexicana que cuenta con 560 mil hectáreas plantadas, distribuidas 
en 27 estados. La naranja representa el 62% de la superficie sembrada con 
aproximadamente 345 mil hectáreas, el limón representa el 28% con 153 mil 
hectáreas, en el 10% restante se encuentran los cultivos de mandarina, toronja, 
lima, etc. Con una producción de aproximadamente 7 millones de toneladas de 
fruta y una derrama económica de 13 mil millones de pesos SIAP, 2013, esta 
actividad agrícola es un importante recurso para el país, generando 
aproximadamente 70 mil empleos directos y 250 mil indirectos SAGARPA, 
2009.  
 
La citricultura tanto en nuestro país como a nivel mundial se ha visto 
amenazada por la afluencia de enfermedades emergentes y limitantes  que 
ocasionan serios daños en la producción. 
 
La enfermedad conocida como el dragón amarillo de los cítricos o 
Huanglongbing (HLB), ha provocado efectos devastadores en  la citricultura de 
todos los países productores de cítricos donde está ó ha estado presente. 
 
Esta enfermedad ha afectado gravemente la producción de cítricos, se estima 
que 60 millones de árboles fueron destruidos a nivel global, Das et al.,  2007 
afectando gravemente la economía de países como Asia, Brasil,  Estados 
Unidos y África, donde se han alcanzado pérdidas de 100% en cosechas 
Alemán y Ravelo 2007, Bassanezi et al 200. 
 
El agente causal del HLB es una bacteria gram positiva, restringida a floema y  
existen tres especies que son: Candidatus Liberibacter asiaticus, Candidatus 
Liberibacter africanus y Candidatus Liberibacter americanus. El HLB afecta a 
especies de la familia de las Rutáceas y prácticamente a todas las especies de 
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cítricos cultivados en el mundo, provocando desde una baja producción y 
deformación del fruto hasta la muerte del árbol. La especies asiática y 
americana tienen como vector al psílido asiático de los cítricos Diaphorina citri, 
Kuwayama, (Hemiptera: Liviidae), el cual adquiere y disemina la bacteria al 
alimentarse de árboles infectados y sanos. Además, causa daños directos como 
plaga a las plantas, ya que se alimenta en los brotes tiernos, ocasionando su 
muerte y reduciendo significativamente la producción. Da Graca, 1991. 
 
El estudio de la dinámica poblacional y estructura genética de las poblaciones 
del insecto plaga hace posible predecir los incrementos y decrementos en el 
tamaño poblacional así como tener un mayor conocimiento de las migraciones 
entre las poblaciones Roderick, 1996, puede generar conocimiento y tecnología 
para integrar el manejo de las poblaciones, así como desarrollar estrategias 
para prevenir y contrarrestar el daño provocado o el que en un futuro pueda 
llegar a provocar el HLB en la citricultura del país. La caracterización molecular 
de las poblaciones de D. citri, colectadas en diferentes regiones del país, son de 
ayuda relevante para establecer su origen y procedencia, y pueden ser la base 
para generar herramientas útiles en el manejo del HLB. En los estudios de 
biología molecular donde esté involucrada la amplificación de alguna secuencia 
del genoma de algún individuo, es necesario contar con métodos de extracción 
del DNA eficientes, económicos, de fácil manejo y ahorro de tiempo. 
 
En el presente estudio se evaluaron algunas estrategias biotecnológicas 
orientadas al control del vector Diaphorina citri, así como estudios de relaciones 
genéticas entre las poblaciones de diferentes regiones citrícolas del país. 
También se realizó la detección y caracterización molecular del agente causal 
de la enfermedad y de esta manera contribuir a la sustentabilidad de la 
producción citrícola en México 
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2 ANTECEDENTES 
2.1 Importancia del cultivo de los cítricos 
La producción citrícola mundial se encuentra distribuida principalmente en cinco 
países: Brasil, Estados Unidos de Norteamérica, China, México y España, 
donde se encuentran establecidas alrededor de siete millones de hectáreas de 
cítricos, de las cuales el 57% corresponden a naranja, 39% a limón, lima y 
mandarina y 4% a toronja. La región citrícola de nuestro país destaca en la 
comercialización mundial de naranja con un tercer lugar y un primer lugar en 
limón mexicano y limas; con aproximadamente 560,000 hectáreas plantadas, lo 
cual representa la actividad frutícola de mayor importancia socioeconómica para 
el país FAOSTAT, 2004. Esta actividad se ve amenazada por al menos 74 
especies de artrópodos perjudiciales, de los cuales la negrilla o arador, mosca 
mexicana de la fruta, mosca prieta, diversas especies de mosca blanca y trips, 
representan comúnmente las especies de mayor importancia López et al., 2005. 
Sin embargo, la principal amenaza actual de la industria citrícola es la presencia 
de Diaphorina citri, insecto que causa daños directos al cultivo cuando se 
encuentra presente en altas densidades poblacionales; pero sobre todo porque 
es el vector de la bacteria Ca. Liberibacter spp., causante del Huanglongbing 
(HLB), considerada la peor enfermedad de los cítricos Capoor et al., 1974; Da 
Graca 1991. 
 
2.2. Descripción taxonómica  Diaphorina citri  Kuwayama (Hemiptera: 
Liviidae) 
 
Reino: Animalia 
Phillum: Invertebrata 
Clase: Insecta 
Orden: Hemiptera 
Familia: Psyllidae 
Género: Diaphorina 
Especie: D. citri 
Nombre científico: Diaphorina citri 
Nombre común: psilido asiático de los cítricos, chicharrita 
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2.2.1. Biología y características morfológicas 
 
El psilido asiático de los cítricos presenta un ciclo de vida corto y alta capacidad 
de reproducción especialmente en área costeras calurosas Catling, 1970. El 
ciclo de vida consta de las etapas de huevo, cinco instares ninfales y adultos, la 
duración del ciclo biológico (huevo-adulto) varía de 14.1 a 49.3 d., a 28ºC y 
15ºC, respectivamente, siendo las temperaturas de 25° a 28ºC las más 
adecuadas para su desarrollo, los huevos eclosionan entre 4.1 y 4.3 días y sus 
cinco instares pueden tener una duración de 12.6 a 13.5 días de acuerdo al 
hospedero que utilice Tsai et al., 2002. Los huevos son amarillo brillante, de 
forma ovoide, alargados, con prolongación en una de las puntas, miden 
aproximadamente 0.30 mm de longitud y 0.14 mm de ancho, son colocados 
generalmente en el extremo de los brotes tiernos. 
 
Las ninfas son aplanadas dorsoventralmente, de color anaranjado-amarillo, sin 
manchas abdominales, con esbozos alares, un par de ojos rojos compuestos y 
dos antenas de color negro; presentan filamentos a lo largo del abdomen. 
Tienen 5 estadios ninfales: el 1er estadio miden 0.30 mm de longitud y 0.17 mm 
de ancho; el 2do estadio miden 0.45 mm de ancho y 0.25 de ancho; el 3er 
estadio miden 0.74 mm de longitud y 0.43 de ancho; el 4to estadio miden 1.01 
mm de longitud y 0.70 mm de ancho; el ultimo estadio (5to) miden 1.60 mm de 
longitud y 1.02 mm de ancho, se alimentan en hojas y tallos tiernos, formando 
colonias con un número variable de individuos. 
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Figura 1. Adulto del psilido asiatico de los cítricos Diaphorina citri 
 
El adulto  mostrado en la figura 1, presenta un cuerpo de color marrón moteado 
(pardo amarillento), recubierto de polvo ceroso; ojos rojos; cabeza marrón claro; 
primer par de alas más ancho en el extremo, con áreas color oscuro. Las 
antenas presentan el ápice negro con dos manchas marrón claro en la parte 
media. Los machos son levemente más pequeños que las hembras y con la 
punta del abdomen roma, mientras que el abdomen de la hembra termina en 
una punta bien marcada. Los adultos pueden medir entre 3-4 mm, el tamaño 
promedio de las hembras es 3.3 mm de largo y 1 mm de ancho, en tanto que el 
de los machos es 2.7 mm de largo y 0.8 mm de ancho. Generalmente, cuando 
se están alimentando se encuentran en posición inclinada con la parte posterior 
del cuerpo hacia arriba, lo que los hace fácilmente reconocibles. Los adultos 
tienen poca capacidad para sostener vuelos muy largos, pueden ser 
transportados a grandes distancias por las corrientes de aire, son saltadores 
activos, al alimentarse de las hojas o brotes característicamente guardan un 
ángulo de 30˚ respecto a la superficie de la hoja. El incremento de la población 
está estrechamente relacionado con el aumento de  brotes de los hospederos. 
Quereshi y Stansly 2008. 
La reproducción del insecto está determinada por la atracción inicial del 
hospedante, su capacidad de ovopositar y de sobrevivir hasta la emergencia del 
adulto Hodkinson 2009. 
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Múltiples factores bióticos y abióticos están involucrados en las interacciones 
que determinan el desarrollo y establecimiento de D. citri en la región; la 
temperatura, humedad relativa, hospedante, enemigos naturales y labores 
agrícolas afectan la densidad poblacional Aurambout et. al., 2009. 
 
El insecto es muy persistente y sobrevive a una amplia gama de temperaturas 
extremas desde 45oC en climas áridos hasta los -7oC en zonas húmedas 
subtropicales Aubert y Hua 1990. El rango de temperatura entre 25oC y 28oC 
son óptimas para el desarrollo y la longevidad del psilido, las temperatura frías 
suprimen la ovoposición y prolongan el desarrollo de las ninfas Fung y Chen, 
2006. La precipitación afecta negativamente al crecimiento poblacional debido 
al comportamiento de ovoposición que se lleva a cabo en los brotes superiores 
de las plantas por lo que son afectados directamente Sohail, et al., 2004. 
 
2.3. Daños e Importancia Económica de Diaphorina citri 
 
El psilido asiático fue descrito por primera vez en Taiwán en 1907 Halbert y 
Manjunath 2004, actualmente es un insecto plaga con categoría cuarentenaria 
OEPP/EPPO, 1988 y es de particular importancia porque está establecido 
ampliamente en las zonas citrícolas del mundo CABI/EPPO, 2001. 
 
El primer informe sobre la presencia del psilido asiático Diaphorina citri  
Kuwayama en México fue realizado por Dr. D.B.Thomas (USDA-ARS) al 
encontrar al insecto en los cítricos del estado de Campeche en marzo 2002, en 
el año 2003 D. citri fue registrada simultáneamente en los estados de Nuevo 
León y Tamaulipas. Para el año 2004, la plaga se había extendido hasta los 
estados de Colima, Querétaro, San Luís Potosí, Tabasco, Veracruz y Yucatán. 
Durante 2005 el insecto también fue encontrado en el estado de Sinaloa y 
posteriormente 2006 en los estados de Michoacán, Oaxaca, Sinaloa y Sonora, 
para prácticamente completar la invasión de las zonas citrícolas del país, López 
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et al., 2005. En la figura 2 se muestra la zona afectada en México por el psilido 
hasta el 2010. SENASICA, 2010. 
 
 
Figura 2. Zona invadida en México por el psilido Diaphorina citri (SENASICA, 2010). 
 
 
El rango de huéspedes de D. citri evidentemente está restringido a cítricos y 
especies cercanas de la familia Rutaceae, dentro de los cítricos destacan el 
limón, lima, toronja y la planta ornamental Muralla paniculada CABI/EPPO, 
2001, al alimentarse en una planta infectada adquiere el patógeno en 30 min, 
los adultos y las ninfas de cuatro y quinto instar son capaces de transmitir el 
patógeno después de 8-12d después de haberlo adquirido Roistacher 1991. 
 
D. citri causa daño a la planta provocando defoliación y muerte en las ramas, 
causa daños severos en los brotes de crecimiento de las plantas, reducción en 
el tamaño de la fruta, desarrollo asimétrico, aborto de la semilla y falta de jugo 
(Figura 3). Infestaciones altas de este insecto también originan abundantes 
secreciones de mielecilla que favorece la presencia y desarrollo del hongo de la 
fumagina, la cual afecta el vigor de los árboles al interferir en el proceso de la 
fotosíntesis Halbert y Manjunath et al.,  2004. 
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Fig. 3 Daños provocados en cítricos por D. citri 
 
D. citri en infestaciones fuertes puede matar los brotes vegetativos en desarrollo 
o causar la absición de hojas Michaud, 2004. Además de los daños directos que 
este insecto causa, representa también una grave amenaza para la industria 
citrícola en general, debido a que es vector de la bacteria restringida al floema 
Ca. Liberibacter spp., causante del “huanglongbing” o dragón amarillo de los 
cítricos que es una enfermedad devastadora Da Graca y Korsten 2004. 
 
2.4. Importancia de Candidatus Liberibacter spp. 
 
El Huanglongbing (HLB), es una de las enfermedades más graves que afectan 
a la citricultura mundial, Halbert, 1999. Es una -protobacteria Candidatus 
Liberibacter con 3 formas: Ca. L. asiaticus para Asia y América, Ca. L. africanus 
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para África Da Graca, 1991 y Ca. L. americanus para América, Texeira et al., 
2005, esta bacteria circula por el floema de la planta. 
Los síntomas iniciales de la enfermedad se muestran en la figura 4, 
generalmente aparecen en una rama o gajo, que se destaca por el color 
amarillo que contrasta con el color verde de las hojas de las ramas no 
afectadas, también es común la ocurrencia de síntomas semejantes a la 
deficiencia del zinc, calcio y nitrógeno en las hojas de las ramas infectadas, las 
cuales presentan coloración amarillo pálido, con áreas de color verde, 
irregulares. En algunos casos se observa el engrosamiento y aclaración de las 
nervaduras de las hojas, las cuales quedan con un aspecto corchoso. Cuando 
la enfermedad evoluciona, ocurre una inmensa defoliación de las ramas 
afectadas y los síntomas inician a aparecer en otras ramas de la planta, hasta 
aparecer en toda la copa, inclusive las puntas se secan o mueren Da Graca y 
Korsten 2004. El fruto queda deformado y asimétrico, mediante un corte en 
sentido longitudinal del fruto afectado es posible verificar internamente filetes 
anaranjados que parten de la inserción con la región del pedúnculo. El fruto 
puede presentar internamente diferencia de maduración en las diferentes 
partes, en la cáscara puede aparecer pequeñas manchas circulares verde-
claras que contrastan con el verde normal del fruto Da Graca, 1991. 
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Fig. 4. Daños causados por Ca. Liberibacter 
 
Se transmite por yemas infectadas y por insectos vectores principalmente por el 
psilido asiático de los cítricos (D. citri) el cual se considera su vector más 
eficiente Garnier  y Bové 2000. 
Hasta el momento no existe variedad de copa o portinjerto de cítrico resistente 
a la enfermedad, hasta el año 2004 el Huanglongbing se encontraba restringido 
a los continentes asiático y africano, sin embargo en noviembre 2004, Brasil 
informó oficialmente la aparición de la enfermedad y su difusión en forma 
rápida, en agosto del 2005 la enfermedad fue detectada en los Estados Unidos 
de América Knighten et al., 2005. En el 2007 es reportada en Cuba Da Graca 
2008. En México se detectó por primera vez en Yucatán en el 2009 y en el 2010 
en Nayarit y Jalisco SENASICA, 2010, el mapa de infestación en la República 
Mexicana  se muestra en la figura 5., Los estados son: Yucatán, Sinaloa, 
Quintana Roo, Nayarit, Campeche, Colima, Michoacán, Chiapas, Hidalgo,  Baja 
California Sur, Tabasco y Guerrero. En Veracruz, Morelos, Sonora, Nuevo 
León, Puebla y San Luis Potosí se han encontrado psilidos infectados sin tener 
nuevos reportes. SENASICA 2013 
 
- 13 - 
 
 
Fig. 5. Zona afectada en México por la bacteria Candidatus liberibacter (SENASICA, 
2013) 
 
2.5. Métodos para el control del vector Diaphorina citri 
 
En el mundo se han empleado diversos métodos y estrategias encaminadas a  
enfrentar la destrucción provocada por el vector y la bacteria, estos métodos 
incluyen la destrucción y eliminación de fuentes de inoculo, el control del vector 
y la renovación de plantas. Chiou, 1998. 
Diaphorina citri puede ser controlado eficientemente con productos químicos, 
ofrecidos en el mercado, se recomienda insecticidas sistémicos solo en plantas 
jóvenes y en plantas en producción insecticidas de contacto, con la desventaja 
de ser altamente contaminante para el medio ambiente y a largo plazo trae 
como consecuencia la aparición de plagas secundarias al tener que efectuar 
varias aplicaciones por año Mead, 1977. El insecticida sistémico Confidor 200 
g/L SL (cuyo ingrediente activo es imidacloprid), ha sido uno de los más 
empleados recientemente, puede acarrear problemas en el agro ecosistema 
citrícola, por su elevada toxicidad sobre organismos utilizados en el control 
biológico Llorens 2007. 
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En el caso del control biológico D. citri, puede ser controlado utilizando 
enemigos naturales donde se destaca el parasitoides Tamarixia radiata. El éxito 
de un programa de control biológico requiere de muchas investigaciones para la 
determinación del ecotipo así como de su potencial, además del 
establecimiento de la población antes de utilizarlo como bioregulador Mc 
Farland y Hoy 2001. 
 
2.6. Alternativas naturales para el control de D. citri 
 
Para el control y manejo de poblaciones de D. citri se han utilizado diversos 
métodos como el control químico, biológico y medidas preventivas López et al., 
2004. En el caso del control químico, ya se encuentran en el mercado algunos 
productos eficientes para el control del psilido, pero con la desventaja de ser 
altamente tóxicos contra organismos utilizados en el control biológico y son 
altamente contaminantes al ambiente, ocasionando en el mediano y largo plazo 
la aparición de plagas secundarias y resistentes a los insecticidas utilizados 
Llorens 2007. 
 
La alternativa de usar productos naturales o sus derivados como bioplaguicidas 
es brindar protección al cultivo, como son biodegradables no representan 
riesgos para el ambiente o la salud humana y/o animal. Actualmente muchos 
productos naturales presentan un gran potencial en su uso como controladores 
de plaga Fuentes 2000. 
 
Existen reportes de diversos extractos de plantas con efectividad en el control 
de plagas tales como el neem Azadirachta indica,(Juss),  árbol originario de la 
India y Birmania, pertenece a la familia Meliaceae, vive en regiones tropicales y 
subtopicales, presenta numerosos principios activos terpénicos y la 
azadirachtina que producen efectos anti alimentarios, retrasos en el 
crecimiento, reducción de fecundidad, provocan trastornos en la muda, defectos 
morfológicos y cambios en el comportamiento Banchio et al. 2003. Se ha 
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determinado que la azadirachtina funciona como disuasivo o supresor de la 
ovoposición (Salas 2001), y es eficiente contra un gran número de especies 
como Oebalus poecilus chinche plaga del cultivo de arroz Sutherland et al. 
2002. En extracto metanólico la azadirachtina evita la ovoposición y puesta de 
huevos de Erias vitella, plaga del algodón(Gajmer et al. 2002. El extracto 
etanólico de los frutos del neem, es efectivo contra el mosquito del dengue 
Aedes aegypti  Wandscheer et al. 2004.  La azaridachtina se encuentra en 
formulaciones de bioplaguicidas específicos evaluados contra Saccharosydne 
saccharivora vector del amarillamiento de la hoja de caña de azúcar con efecto 
antialimentario Giraldo et al. 2006. 
 
Las propiedades del neem están basadas en el parecido de sus componentes 
con las hormonas reales, de tal forma que los cuerpos de los insectos lo 
absorben fácilmente bloqueando su sistema endocrino y afectando su 
comportamiento de diferentes maneras: Destruyendo e inhibiendo el desarrollo 
de huevos, larvas o crisálidas, así como su apareamiento y comunicación 
sexual, bloqueando la habilidad para tragar (reduciendo la movilidad intestinal), 
inhibiendo la formación de quitina (material del que se compone el esqueleto del 
insecto), etc. Capataz et al., 2007. 
 
Otras características destacables del neem son: difícil desarrollo de resistencia 
por tratarse de una mezcla de componentes bioactivos, sistémico a través de 
las raíces cuando se aplican al suelo, elevada biodegradabilidad, sobre todo por 
la acción de la radiación U.V., con una persistencia en campo de 4-8 d. y 
posibilidad de sinergismo con otros productos naturales como Bacillus 
thurigiensis Ramos et al., 2004. 
 
También se ha comprobado la efectividad del ajo Allium sativum (L.) planta 
bulbosa, cultivada como hortaliza que pertenece a la familia Amaryllidaceae, 
utilizado en la cocina como condimento a nivel mundial,  en la eliminación y 
control de plagas como escarabajos del fríjol mexicano, langostas, chapulines, 
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gusanos del tabaco, cucarachas, minadores de hoja, plagas de algodón, café y 
arroz, entre otros Cortez 2007. Se han reportado preparaciones etanólicas de 
ajo que repelen completamente a Planococcus citri  cochinilla harinosa de los 
cítricos Aguirre y Delgado 2010 Los compuestos disulfúricos y trisulfuricos, así 
como el aceite esencial del ajo presentan efecto inhibitorio de D. citri sin afectar 
a los enemigos naturales Mann et al. 2011. 
Se han evaluado  dosis de 500 y 750 cc/ha, de extracto de ajo en la reducción 
de las poblaciones de la mosca blanca, Bemisia tabaci (Homoptera: 
Aleyrodidae), en siembra experimental de tomate, Lycopersicon esculentum, 
destacándose como un disuasivo o supresor de la ovoposición Salas, 2001. 
El orégano Lippia graveolens (Kunth), es de origen mexicano, presenta uso 
ancestral como planta medicinal, pertenece a la familia Verberaceae, sus 
componentes químicos principales son el timol y carvacrol, que presentan 
actividades antioxidantes y antimicrobianas. El extracto crudo del orégano fue 
efectivo en mortalidad de todos los estadios larvales, huevo y adulto del acaro 
Eotetranychus lewisi plaga del durazno Quintos et al. 2005.  En diferentes 
especies de orégano se ha verificado su eficiencia considerando que poseen un 
amplio espectro. Los extractos de las especies Origanum compactum y 
Origanum mejorana son tóxicos para adultos de la mosca de Hesse 
(Cecidomyiidae) plaga de trigo en marruecos Lamiri et al. 2001. 
 
El aceite de orégano (Origanum syriacum) en una concentración de 36mg/L 
presenta poder insecticida en el cuarto estadio larval del mosquito Culex pipens 
Traboulsi et al. 2002. El aceite del orégano (Lippia graveolens), se ha  probado 
con gran éxito en técnicas de repelencia y letalidad de Varroa destructor Pérez 
et al. 2008. Es igualmente efectivo que los insecticidas sintéticos para combatir 
plagas como el escarabajo común (Rhizopertha dominica) en cereales 
almacenados Khalfi et al. 2008. 
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La guayaba Psidium guajava (L.), es un árbol de zonas tropicales y 
subtropicales de América perteneciente a la familia Myrtaceae, posee glándulas 
secretoras de aceite esencial rico en taninos y flavonoides derivados de 
quercetina, fruto rico en vitamina C. Se han realizado estudios de intercalada 
entre la plantación de cítricos demostró ser una buena alternativa para el control 
de D. citri  Ichinose et al., 2008, y su aceite esencial puede ser más eficiente 
para suprimir a D. citri ACIAR, 2008. Posteriormente se demostró que el aceite 
esencial de la guayaba presenta repelencia en orugas de Spodoptera frugiperda  
Lima et al., 2009. En estudios sobre compuestos volátiles en hoja de guayaba el 
dimetil disulfuro (DMDS) es el responsable del efecto protector contra D. citri, y 
solo se produce cuando la hoja sufre daños mecánicos, tiene un efecto de 10 
min Rouseff et al., 2008. El DMDS ejerce neurotoxicidad insecticida a través de 
la disfunción mitocondrial y activación de los canales K-ATP y es tóxico en 
mamíferos Dugravoit et al., 2003. 
 
Mandarina cleopatra Citrus reshni (Hort ex Tan), es un árbol cítrico de la familia 
Rutaceae, sus componentes químicos primordiales son limoneno, citronelal, 
terpenos, carvacrol, etc., es utilizada como portainjerto de distintas especies 
cultivadas de cítricos como naranjo, pomelo y limonero se considera resistente 
a los suelos calizos, tolerante a enfermedades como la tristeza de los cítricos, 
exocortis, psoriasis y cachexia Amorós 2003. Es un portainjerto que induce 
crecimiento lento, buena productividad y calidad del fruto Soler y Soler 2006.  
En bioensayos comparados con otros cítricos al ataque de D. citri en diferentes 
estadios la mandarina cleopatra ocasiona una disminución significativa en la 
supervivencia, el desarrollo y la ovoposición del insecto Tsagkarakis y Rogers 
2010. Con base en lo anterior, el objetivo de este trabajo fue evaluar la 
eficiencia de diferentes especies vegetales como repelentes e insecticidas 
contra el vector del HLB el psílido de los cítricos Diaphorina citri. 
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2.7 Métodos de detección de la bacteria Candidatus Liberibacter spp. 
 
La  detección temprana y eliminación de los árboles enfermos es vital para 
evitar la propagación de la bacteria. Existen una variedad de pruebas o 
métodos para la detección de la bacteria  como los ensayos biológicos donde 
se utilizan plantas indicadoras Roistacher, 1991, con el inconveniente de ser 
laboriosos, costosos, con necesidad de un periodo largo de tiempo, además de 
que el material puede presentar infecciones mixtas. Métodos indirectos basados 
en la distribución anormal del almidón en plantas con HLB utilizando yodo como 
marcador, está siendo utilizado actualmente combinando con la microscopia 
Etxeberria et al., 2007. Sin embargo, la acumulación de almidón también se 
puede deber a factores como deficiencia de microelementos como el zinc  Li, et 
al., 2003. 
 
En el caso de los métodos serológicos se ha logrado la obtención de varios 
anticuerpos monoclonales específicos utilizando cepas asiáticas y africanas  
Gao et al., 1993, pero son ineficientes porque no reaccionan con todos los 
aislamientos en diferentes zonas geográficas, determinando que existen siete 
serotipos distintos  y variación genómica entre los aislamientos de Ca. 
Liberibacter spp.  Garnier et al., 1991. 
 
El perfil de metabolitos que produce una planta sana a una enferma es diferente 
por lo que se puede utilizar la herramienta  para la identificación de una 
enfermedad Kell et al., 2005. Basados en estas técnicas se han utilizado la 
cromatografía liquida de alta presión (HPLC) y la resonancia magnética (NMR) 
para identificar algunos biomarcadores de tensión en la planta Glauser et al., 
2008, los cuales deberán estar plenamente identificados para la bacteria. 
 
Las técnicas moleculares, han demostrado su competitividad en el diagnóstico 
de múltiples enfermedades, con las ventajas de poder elegir la región de ADN 
específica para el estudio, se cuenta con una gran cantidad de marcadores 
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moleculares, además de requerir muy poca cantidad de muestra. Los 
principales métodos de diagnóstico de HLB están basados en la técnica de 
PCR amplificando fragmentos derivados de diversas partes del genoma 
bacteriano, por ejemplo se han desarrollado iniciadores OI1 y OI2c que 
permiten la amplificación de las cepas asiáticas y africana de la región 16S del 
ADN ribosomal de la bacteria con una amplificación de un fragmento de 
1160pb, los iniciadores OA1 y OI2c, se utilizan para amplificar la cepa africana,  
para la diferenciación entre las dos especies se lleva a cabo la digestión del 
producto de amplificación con la endonucleasa Xba1, obteniendo tres 
fragmentos de restricción para la especie africana de aproximadamente 520pb, 
506pb y 130pb, para la especie asiática se producen dos fragmentos de 
restricción de aproximadamente 640pb y 520pb Jagoueix et al., 1996. A partir 
de las secuencias del operón rplKJAL-rpoBC se diseñaron los iniciadores rplA2 
y rplJ5 los cuales permiten distinguir las dos cepas sin necesidad de usar 
alguna endonucleasa ya que se amplifican fragmentos de diferente pares de 
bases de acuerdo a la cepa amplificada, para cepa asiática se amplifica un 
fragmento 703pb y uno de 669pb para la cepa africana. Hocquellet et al., 1999. 
La detección de la cepa Ca. Liberibacter americanus se realiza utilizando los 
iniciadores GB1 y GB3, diseñados a partir de la secuencia de la región 16S del 
ADN ribosomal, su producto de amplificación es de aproximadamente 1027pb 
Texeira et  al., 2005. 
 
2.8 Relaciones genéticas 
 
El estudio de la dinámica poblacional y estructura genética de las poblaciones 
del insecto plaga hace posible predecir los incrementos y decrementos en el 
tamaño poblacional así como tener un mayor conocimiento de las migraciones 
entre las poblaciones (Roderick, 1996). El análisis molecular permite obtener la 
filogenia con el propósito de determinar especies, variaciones intra e inter 
especificas en el ADN De Rojas, et al., 2011.  Lo anterior, puede generar 
conocimiento y tecnología para integrar el manejo de las poblaciones, así como 
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desarrollar estrategias para prevenir y manejar en este caso al HLB. La 
caracterización molecular de las poblaciones de D. citri, colectadas en 
diferentes regiones del país, son de ayuda relevante para establecer su origen y 
procedencia, y pueden ser la base para generar herramientas útiles en el 
manejo del HLB. 
 
En los estudios de biología molecular donde esté involucrada la amplificación 
de alguna secuencia del genoma de algún individuo, es necesario contar con 
métodos de extracción del ADN eficientes, económicos, de fácil manejo y 
ahorro de tiempo. Los estudios de análisis genéticos de insectos de diferentes 
regiones del país pueden generar nuevo conocimiento sobre el insecto 
utilizando ADN mitocondrial el cual actualmente se utiliza en estudios de 
taxonomía y diferenciación entre especies morfológicamente parecidas Álvarez 
y Hoy 2000; Gómez et al., 2009. 
 
En estudios de diversidad y variabilidad genética entre poblacionales, los 
trabajos basados en el análisis del ADN, son una herramienta útil para conocer 
la estructura de poblaciones, flujo de genes, hibridación, biogeografía, en el 
establecimiento de relaciones filogenéticas y en estudios evolutivos Cánovas et 
al.,  2002, con la gran ventaja de ser fácilmente extraído, hay una gran cantidad 
de copias dentro de las células, por su pequeño tamaño y la herencia materna 
permite ser útil en la evaluación de la historia evolutiva de las poblaciones y 
entre grupos bastante relacionados Hoy, 1994. 
 
El estudio de genética molecular en D. citri brinda una perspectiva al desarrollo 
de herramientas genéticas y estrategias novedosas de manejo dirigidas 
principalmente a reducir las poblaciones del psilido Marutani et. al., 2010 
 
El ADN mitocondrial ha sido ampliamente utilizado como marcador molecular 
por su condición haploide, herencia matrilineal, alta tasa de evolución y la 
presencia de regiones conservadas y variables que facilitan la tipificación 
- 21 - 
 
molecular de individuos, (haplotipos), su uso para la diferenciación de los 
mismos y en diferentes escalas taxonómicas Behura 2006. 
 
Los iniciadores utilizados en la técnica de PCR fueron diseñados para ciertos 
insectos, y debido al alto nivel de conservación de los sitios se pueden utilizar 
los iniciadores en diferentes grupos taxonómicos Simón. et al., 1994. Las 
regiones del ADN mitocondrial citocromo oxidasa I y II  son útiles para medir la 
variación genética en diversos grupos de insectos y la región 16S es útil en el 
estudio de análisis genético Lewter et al., 2006. 
 
El análisis de relaciones genéticas a partir del gen mitocondrial COI se ha 
convertido en el método preferido por su amplio rango en estudios taxonómicos, 
poblacionales y evolutivos Lunt, et al., 1996. Mediante el análisis de 212 psilidos 
provenientes de 52 colecciones de 15 países  utilizando marcadores específicos 
para el gen citocromo oxidasa 1 se registró la presencia de 8 haplotipos donde 
el más frecuente es Ccit-1 SWA. Boykin et al., 2012. En México se ha reportado 
la existencia de 3 haplotipos López, et al., 2012. 
 
La tecnología generada en este trabajo se pretende que contribuya a reducir el 
daño directo ocasionado en las plantas de cítricos por Diaphorina citri; prevenir 
el establecimiento de epidemias causadas por Ca. Liberibacter spp., así como 
favorecer el desarrollo de estrategias de manejo y control de la enfermedad, 
además de propiciar la sustentabilidad de la producción citrícola en México, 
atendiendo las demandas específicas de los productores citrícolas. 
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3. JUSTIFICACION 
 
En México existen establecidas 560 mil hectáreas de cítricos principalmente de 
naranja dulce y limón especies que ocupan un 61.7% y 26.9%  respectivamente 
del área plantada (FAOSTAT, 2004). La derrama económica que genera la 
comercialización de la fruta y derivados es de aproximadamente 13 millones de 
pesos anuales SIAP 2013. 
 
El HLB representa una grave amenaza para la producción de cítricos en todo el 
planeta dañando profundamente la industria citrícola. La bacteria es trasmitida 
por el psilido D. citri que se encuentra distribuido por todo el país, por lo que 
está actualmente catalogada como plaga cuarentenaria por la SAGARPA 2009.  
Es imposible en estos momentos erradicar el HLB y recuperar la salud del árbol, 
no existe variedad de cítrico o portainjerto resistente a esta enfermedad, por lo 
que los esfuerzos se centran en disminuir la presencia del psilido D.citri 
 
Este proyecto constituye una iniciativa oportuna y de gran relevancia para la 
citricultura nacional, en el que se conjuntará tecnología y conocimiento sobre la 
problemática que esta enfermedad ocasiona en México;  
El proyecto se centra en evaluar productos alternativos para el control del 
psilido, establecer las relaciones genéticas de las poblaciones que se 
encuentran en el país permitiendo contribuir en el desarrollo de estrategias de 
prevención y control de la enfermedad, además de propiciar la sustentabilidad 
de la producción citrícola en México, atendiendo las demandas específicas de 
los productores citrícolas. 
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4. HIPÓTESIS 
 
El uso de productos naturales, de neem Azadirachta indica (Juss), orégano 
Lippia graveolens (Kunth), guayaba Psidium guajava (L.), mandarina cleopatra 
Citrus reshni (Hort ex Tan) y ajo Allium sativum(L.), es una alternativa viable 
para el control del vector del HLB el psilido Diaphorina citri. Además, con el uso 
de técnicas moleculares, es factible establecer las relaciones genéticas de 
poblaciones de Diaphorina citri, así como la detección y caracterización 
molecular del agente causal del HLB la bacteria Candidatus Liberibacter spp. 
  
5. OBJETIVO GENERAL 
 
Desarrollar alternativas de control y manejo del vector Diaphorina citri, así como 
la detección y caracterización molecular del agente causal del Huanglongbing la 
bacteria Candidatus Liberibacter spp. 
 
 
5.1 Objetivos particulares 
 
Establecer la eficiencia de neem Azadirachta indica (Juss), orégano Lippia 
graveolens (Kunth), guayaba Psidium guajava (L.), mandarina cleopatra Citrus 
reshni (Hort ex Tan) y ajo Allium sativum(L.), en el control de Diaphorina citri. 
 
Determinar las relaciones genéticas entre las poblaciones del vector Diaphorina 
citri de diferentes regiones de la República Mexicana. 
 
Realizar la extracción del DNA a partir de plantas de cítricos y de Diaphorina 
citri. 
 
Detectar  y caracterizar mediante  la técnica de la Reacción en Cadena de la 
Polimerasa (PCR) de la bacteria Candidatus Liberibacter spp. 
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6. MATERIAL Y MÉTODOS 
 
Para la colecta de material vegetal y del insecto vector Diaphorina citri, se 
realizaron recorridos en diversas áreas citrícolas del país y se inspeccionaron 
plantaciones para encontrar árboles con síntomas de la enfermedad. Los 
estados donde se realizaron las colectas, año de la colecta, tipo de muestra 
colectada  y el número de muestras procesadas para el diagnóstico molecular 
del HLB se indican en la tabla 1. 
 
Tabla 1. Tipo de muestra, estado, año de colecta y número de muestras 
procesadas para el diagnóstico  del HLB.  
Muestra Estado  Año de colecta Cantidad de 
muestras procesadas 
Naranjo agrio Coahuila 2009 2 
Naranjo agrio Tamaulipas  2009 17 
Naranja dulce Veracruz 2009 2 
Limón mexicano Yucatán  2009 45 
Limón mexicano Sinaloa  2009 2 
Limón mexicano Nuevo Leon  2010 5 
Limón mexicano Colima 2010 44 
Limón mexicano Colima 2010 27 
Limón mexicano Sinaloa  2011 21 
Limón mexicano CEGET  2011 21 
Limón Mexicano Colima  2011 12 
Diaphorina citri Coahuila  2009 1 
D. citri Veracruz 2009 1 
D. citri Sinaloa  2010 6 
D. citri Yucatán 2010 34 
D. citri Campeche  2010 1 
D. citri Colima  2010 22 
D. citri Sinaloa 2010 13 
D. citri Michoacán  2010 3 
D. citri Colima  2010 8 
D. citri Yucatán  2010 33 
D. citri Michoacán  2011 5 
D. citri Veracruz  2011 17 
Aceratagallia spp. Michoacán  2011 7 
 
El material vegetal colectado fue transportado en papel de estraza junto con los 
psilidos contenidos en alcohol al 30% al Laboratorio de Fotoquímica y al 
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Instituto de Biotecnología de la Facultad de Ciencias Biológicas de la 
Universidad Autónoma de Nuevo León,  para la extracción de ADN y la 
detección del agente causal HLB. 
 
Los estudios de repelencia y letalidad se realizaron en el laboratorio de Control 
Biológico del Campo Experimental General Terán (CEGET), del Centro de 
Investigación Regional (CIRNE), perteneciente al Instituto Nacional de 
Investigaciones Forestales Agrícolas y Pecuarias (INIFAP). 
 
6.1. Detección de Candidatus Liberibacter spp. 
 
6.1.1. Extracción del ADN en muestras de cítricos  
 
Para la extracción del ADN de plantas e insectos se optimizó la técnica descrita 
por Almeyda et al., 2001. Se utilizaron 200 mg de tejido fresco que se 
maceraron en mortero con nitrógeno líquido. A la muestra macerada se le 
agregó una solución de extracción 2M / CTAB precalentada a 65 °C (2 % p/v 
CTAB, 100 mM Tris – HCl pH 8.0, 20 mM EDTA pH 8.0, 1.4 M NaCl, 1 % p/v 
polivinilpirrolidona 40,000), con  ß mercaptoetanol a una concentración final del 
0.2 %. Se incubó durante 30 min a 65 °C. Posteriormente se agregó un 
volumen de cloroformo (p/v considerando el peso del tejido inicial) y se 
centrifugó a 10,000 rpm durante 5 min a temperatura ambiente. A la fase 
acuosa se le añadió 1 volumen de cloroformo, y se centrifugó a 10,000 rpm 
durante 5 min a  temperatura ambiente. Se extrajo la fase acuosa y se le agregó 
medio volumen de  acetato de amonio (7.5 M), se dejó 10 min en hielo y se 
centrifugo por 10 min a 14,000 rpm a temperatura ambiente. Para precipitar los 
ácidos nucleicos se  agregó 0.7 μl de isopropanol y se incubo por 45 min a 
temperatura ambiente y después se centrifugó a 10,000 rpm por 15 minutos. El 
precipitado se lavó con etanol al 70% frío, se dejó secar a temperatura 
ambiente, y se resuspendió en 100 – 200 µl de solución amortiguadora TE pH 
8.0 o en agua MQ estéril,  el ADN se almacenó a 4 °C hasta su uso. 
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6.1.2. Extracción del ADN en psilidos 
 
Se utilizaron 5 psílidos por muestra siguiendo la técnica de extracción 
desarrollada por Almeyda et al., 2000, se agregaron 750µl de solución de 
extracción 2-ME/CTAB precalentada a 65 °C (2 % p/v CTAB, 100 mM Tris – HCl 
pH 8.0, 20 mM EDTA pH 8.0, 1.4 M NaCl, 1 % p/v polivinypyrrolidona 40,000), 
con ß-mercaptoetanol a una concentración final de 0.2 % y se incubaron 
durante 45 min a 65 °C. Después del período de incubación se agregó un 
volumen de sevag  (cloroformo-alcohol isoamílico 24:1) y se centrifugó a 10,000 
rpm durante 10 min a temperatura ambiente. Se recuperó la fase acuosa (parte 
superior) y se le agrego 1 volumen de sevag y se centrifugó a 10,000 rpm 
durante 10 min a temperatura ambiente. Se recuperó la fase acuosa (parte 
superior) y se le agrego 0.5 volumen de acetato de amonio (7.5 M)  y 0.6 
volumen de isopropanol y se dejó precipitar de 30 min a toda la noche a 
temperatura ambiente. Posteriormente se centrifugó a 10,000 rpm durante 20 
min. y se  eliminó el sobrenadante, el precipitado se lavó dos veces con etanol 
al 70% frío (centrifugando a 10,000 rpm durante 15 min), el precipitado se secó 
a temperatura ambiente y se resuspendió en 50 µl de agua mQ estéril y se 
almacenó a 4°C hasta su uso. 
 
6.1.3. Reacción en cadena de la polimerasa 
 
Para la detección  de la bacteria tanto en la planta como en el insecto vector se 
utilizó la técnica de la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR), utilizando 
iniciadores específicos diseñados por Hoy et al., 2001, los cuales, se indican en 
la tabla 2. 
 
 
Tabla 2. Iniciadores utilizados para amplificar regiones específicas de la 
bacteria causante del HLB (Hoy et al., 2011). 
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Región amplificada Iniciadores 
ARNr 16S de las 
especies Ca.L. 
asiaticus y  africanus 
OI1 (5´- GCGCGTATGCAATACGAGCGGCA -3´) 
OI2c (5´-GCCTCGCGACTTCGAACCCAT -3´) 
OA1 (5´- GCGCGTATTTTATAACGAGCGGCAGA -3´) 
 
Operón β ribosomal 
de las especies Ca.L. 
asiaticus y africanus. 
rplA2 (5´- TATAAAGGTTGACCTTTCGAGTTT -3´) 
rplJ5 (5´-ACAAAAGCAGAAATAGCACGAACAA -3´). 
 
ARNr 16S de la 
especie Ca. L. 
americanus. 
GB1 (5´-AAGTCGAGCGAGTACGCAAAGTACT-3´) 
GB3 (5´CTATATTTGCCAATCCATTAAGTTGG-3´) 
 
 
Las reacciones de PCR se realizaron en tubos Ependorff de 0.5 ml, en un 
volumen final de 25 µl a una concentración final de: Solución amortiguadora 
(1X), MgCl2  (2mM),  DNTP's (200 μM), Taq DNA polimerasa (2.5 U), iniciadores 
(0.5 μM c/u) y 50 ng de ADN Las reacciones se corrieron en un termociclador 
Thermo Scientific Px2. Las condiciones de temperaturas fueron: Un ciclo de 3 
min 94°C, 35 ciclos de 1 min  de desnaturalización a 94°C, 1 min de alineación 
a 56°C, 1 min de polimerización a 72°C y un ciclo final a 72°C por 10 min. Las 
muestras se fraccionaron en geles de agarosa al 1.5% durante 45 min a 100 
volts y se tiñeron con bromuro de etidio para su análisis. 
 
6.2 Obtención de los extractos etanólicos  
 
Las especies vegetales evaluadas como repelentes o insecticidas contra D. citri 
fueron: neem Azadirachta indica (Juss), orégano Lippia graveolens (Kunth) 
guayaba Psidium guajava (L.), mandarina cleopatra Citrus reshni (Hort ex Tan) 
y ajo Allium sativum (L.). Los extractos etanólicos del neem, orégano, guayaba 
y mandarina cleopatra se obtuvieron de las hojas, en el caso del ajo se obtuvo 
del bulbo. 
 
Para la obtención de los extractos se utilizaron 60g de muestra seca y molida, a 
la cual se le agregaron 300ml de etanol absoluto, se utilizó la técnica de soxhlet 
por reflujo continúo durante 40h. Transcurrido ese tiempo se dejo  enfriar y se 
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filtraba, posteriormente se obtuvo el extracto crudo, concentrado y libre de 
etanol utilizando un rotavapor a 45°C hasta llegar a sequedad de la muestra. 
Como disolvente de los extractos se utilizó agua destilada. Se determinó 
evaluar las concentraciones de 50 y 500 ppm de cada extracto con 8 
repeticiones de cada una. En el caso del aceite de orégano se utilizó la técnica 
de arrastre de vapor, utilizando 10g de muestra y 75ml de agua destilada en un 
matraz de fondo plano, se calentó a temperatura constante 100oC por un lapso 
de 2h, posteriormente se separó de la fase acuosa y se recolecto en un tubo 
eppendorf, manteniéndose a temperatura ambiente,  el aceite se disolvió en 
Tween 20 y agua en una proporción (1:1:1), posteriormente se realizaron, las 
dosis al 2 y 4% de acuerdo a las condiciones reportadas por Pérez et al., 2008. 
 
6.2.1. Evaluación extractos etanólicos  contra  D. citri  
 
Para la evaluación de los extractos etanólicos contra D. citri, se formaron 
grupos de 8 individuos depositados en botes de plástico con capacidad de 
250ml, su captura se realizó mediante una aspiradora bucal. Los insectos se 
mantuvieron en cámaras de reproducción bajo condiciones controladas de 
temperatura de 26 oC y 16:8h de luz-obscuridad. Como planta hospedera del 
insecto se utilizó el naranjo agrio (Citrus aurantium) de 2 meses, sembradas en 
vasos de unicel, con sustrato Sunshine Peat Moos, el ras del vaso se cubrió con 
papel de estraza para evitar que el insecto tuviera contacto con el sustrato. 
 
Antes de aplicar los extractos, los frascos que contenían a los insectos se 
mantuvieron durante 5 min. a 4oC para reducir al máximo su movilidad. Por otra 
parte las plantas fueron asperjadas con ayuda de un rociador con 
aproximadamente 0,137ml de cada uno de los tratamientos. Después de la 
aplicación, las plantas asperjadas y los insectos fueron colocados en botes 
trampa, y se mantuvieron en una incubadora a 26oC ±1 con humedad relativa de 
52% y 16-8h de luz-oscuridad. Las variables evaluadas fueron: repelencia de 
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los psilidos a las 24h y 48h después de la aplicación (dda) y la mortalidad a las 
48h dda.  
 
Las dosificaciones evaluadas de aceite de orégano fueron seleccionadas con 
base en la información reportada por Pérez et al., 2008, el aceite se disolvió en 
Tween 20 y agua en una proporción (1:1:1), posteriormente se realizaron las 
diluciones para obtener las dosis evaluadas (2 y 4%).  
Para la comparación de los tratamientos evaluados se tuvieron tres testigos; en 
el primer testigo los insectos fueron tratados solamente con agua, el segundo 
testigo consistió en la aplicación a los insectos de Tween 20 al 2%, en el tercer 
testigo los insectos no tuvieron ningún tratamiento. Todos los tratamientos se 
exponen en la tabla 3.  
Tabla 3. Tratamientos y dosis evaluadas contra el psilido D. citri 
Especie Concentración 
 
Orégano 50ppm 
Orégano 500ppm 
Ajo 50ppm 
Ajo 500ppm 
Mandarina cleopatra 50ppm 
Mandarina cleopatra 500ppm 
Guayaba 50ppm 
Guayaba 500ppm 
Neem 50ppm 
Neem 500ppm 
Aceite de orégano 2% 
Aceite de orégano 4% 
Se utilizó Tween, Agua y un tratamiento en Seco como testigos 
Los análisis de varianza (ANOVA), se realizaron utilizando el paquete 
estadístico SAS® System. Los valores promedios de los tratamientos se 
compararon mediante la prueba de Tukey (P ≤ 0.05), para rango estudentizado. 
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6.3. Análisis genético de poblaciones de Diaphorina citri. 
 
Para el análisis genético de las poblaciones de D. citri, se utilizaron psilidos 
colectados de los estados de Michoacán, Sinaloa, Yucatán, Campeche, Nuevo 
León y Veracruz.  
 
En este trabajo se estandarizó e implementó la metodología de inmunocaptura-
PCR, cuya primera fase consiste en la inmunocaptura del DNA del insecto en 
membranas de nylon cargadas positivamente. Para tal efecto, los insectos 
fueron macerados en un área limitada de las membranas, en este caso se 
utilizaron 5 psilidos por muestra. Posteriormente, el área de la membrana donde 
se realizó la inmunocaptura se recortó cuidadosamente y se colocó en el interior 
de un tubo eppendorf limpio y estéril y se le agregaron 100µl de buffer de glicina 
(Glicina 0.1 M, NaCl 0.05 M, EDTA 1 mM), las muestras se  incubaron a 90º C 
por 10 min con homogenización en vortex cada 2 min, después del período de 
incubación las muestras se colocan en hielo o en congelación hasta uso en las 
pruebas de PCR.  
 
La segunda fase de la metodología es la implementación de la técnica de PCR 
y en este trabajo se utilizaron los pares de iniciadores C2N/C2J: (5’-
CCACAAATTTCTGAACATTGACCA-3’)/(5’-ATTGGACATCAATGATATTGA-3’) 
y  LRN/LRJ: (5´-ACGAGAAGACCCTATGGAGC-3´)/(5´-
TGATTATGCTACCTTTGCAC-3´). Los iniciadores C2N/C2J, amplifican una 
región de aproximadamente 400 pares de bases del gen mitocondrial COII y los 
iniciadores LRN/LRJ, amplifican una región de aproximadamente 600pb del gen 
mitocondrial ARNr 16S. 
  
Las reacciones de PCR se realizaron en tubos Ependorff de 0.5 ml, en un 
volumen final de 25 µl a una concentración final de: Buffer (1X), MgCl2 (2.5 
mM), DNTP´s (200µM), iniciadores (12.5 pmol c/u), enzima Taq Polimerasa 1U 
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DNA y 50 ng de DNA. Las condiciones de las PCR para la amplificación de las 
muestras fueron: Un ciclo de 95° por 5 min; 35 ciclos de 94°C por 1 min, 50°C  
por 1 min, 72°C por 1min 30s y un ciclo final de 72°C por 10 min. Las muestras 
se fraccionaron en geles de agarosa al 1.5% por 45 min a 100 volts y se tiñeron 
con bromuro de etidio para su análisis bajo luz ultravioleta.  
 
Las muestras amplificadas fueron purificados utilizando el kit comercial EZ-10 
Spin column DNA gel Extractión de BioBasic Inc., de acuerdo a las 
especificaciones del fabricante y se enviaron al Laboratorio de Biotecnología de 
la Universidad Nacional Autónoma de México para su secuenciación. 
 
Las secuencias obtenidas, fueron comparadas con todas las secuencias de los 
genes mitocondriales COII y ARNr 16S de D. citri reportadas en el Ge Bank para 
establecer sus relaciones genéticas y definir la presencia de haplotipos de este 
insecto en las regiones donde fueron colectados. Para tal efecto se utilizó a la 
distancia genética de Nei y Li 1979, mediante el método de agrupamiento 
UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Averages). 
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7. RESULTADOS 
 
7.1 Extracción de ADN  
 
Se procesaron 198 muestras de plantas de cítrico que presentaban la 
sintomatología típica de la enfermedad producida por la bacteria C. Liberibacter, 
la figura 7 representa una muestra simbólica de la calidad del ADN extraído,  de 
plantas de Limón mexicano, naranja dulce y naranja agria; posteriormente se 
estableció la concentración y calidad de cada una de las muestras para ser 
utilizadas en la detección de la bacteria por medio de PCR. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6. ADN extraído a partir de muestras vegetales de cítricos con síntomas de  
HLB. Carriles 1y 2: Limón mexicano, Carril  3: Naranja dulce, Carril 4: Naranja agria 
 
Se procesaron 144 muestras de psilidos D. citri colectados en zonas donde se 
recolectaron las muestras de cítricos con sintomatología típica de la 
enfermedad producida por la bacteria C. Liberibacter, la figura 8 representa una 
muestra simbólica de la calidad del ADN extraído,  de psilidos en dos estadios 
en forma adulta y ninfa del quinto estadio; posteriormente se estableció la 
concentración y calidad de cada una de las muestras para ser utilizadas en la 
detección de la bacteria por medio de PCR 
 
 
 
 
ADN 
Carriles     1          2        3          4 
ARN 
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Fig. 7. ADN extraído de psilido D. citri  Carriles 1 y 2 Adultos 3 y 4 ninfas 
 
 
7.2 Detección de la bacteria C. Liberibacter sp 
 
Para la detección de la bacteria se utilizaron tres pares de iniciadores OI1 y 
OI2C que amplifican la región ARNr 16S, sin obtener ningún resultado positivo 
de amplificación. Los iniciadores rplJ5 y rplA2 que amplifican la región del β 
operon ribosomal de C. Liberibacter, lograron amplificar dos muestras  (figura 
9), una en el psilido D. citri colectado en Sinaloa en el 2010 y una muestra de 
limón mexicano colectada en Colima en el 2011. El fragmento amplificado es de 
aproximadamente 703 pares de bases (pb), correspondiente al gen que codifica 
el operon β de la bacteria Ca Liberibacter asiaticus. El tercer par de iniciadores 
GB1 y GB3, son específicos para la cepa C. Liberibacter americanus, con los 
cuales no se obtuvieron amplificaciones. 
 
 
 
 
 
 
 
 
ADN 
Carriles      1         2        3      4 
ARN 
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                        M                 1               2                   3                    4 
 
Figura 8. Detección de Ca. Liberibacter asiáticus utilizando los iniciadores rplJ5 y rplA2. 
Carril M: Marcador de Peso Molecular Ladder 100. Carril 1: Testigo negativo, Carril 2: 
ADN extraído de psilido, Carril  3: ADN extraído de limón mexicano, Carril 4: Testigo 
positivo. 
 
 
7.3 Evaluación de extractos 
 
Los mejores resultados de repelencia a las 24h se obtuvieron con el extracto 
crudo de orégano en dosis de 50 ppm, con el extracto crudo de ajo en dosis de 
50 y 500 ppm y con el aceite de orégano al 4%, ya que el promedio de insectos 
presentes en las plantas tratadas fue de 1.37, 1.25, 2.0, y 2.0 respectivamente 
(Tabla 4 y Fig. 10).  A las 48h dda los resultados de repelencia mantuvieron la 
misma tendencia y el promedio de insectos presentes en las plantas tratadas 
fue de 1.62, para él extracto crudo de orégano en dosis de 50 ppm, 1.0 y 1.75, 
para el extracto de ajo en dosis de 50 y 500ppm respectivamente, 2.0 y 1.75 
para el aceite de orégano al 2% y 4% respectivamente.   
 
 
 
600 
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Tabla 4. Valores promedios de psilidos presentes a las 24 y 48h dda en plantas 
de cítricos tratadas con extractos de diferentes especies de plantas y dosis 
evaluadas.  
Tiempo dda Especie Concentración Promedio de insectos 
presentes en las plantas 
24h Orégano 50ppm 1.37 
 Orégano 500ppm 2.12 
 Ajo 50ppm 1.25 
 Ajo 500ppm 2.00 
 Mandarina cleopatra 50ppm 5.87 
 Mandarina cleopatra 500ppm 5.87 
 Guayaba 50ppm 6.00 
 Guayaba 500ppm 6.50 
 Neem 50ppm 6.62 
 Neem 500ppm 5.62 
 Aceite de orégano 2% 2.50 
 Aceite de orégano 4% 2.00 
48h Orégano 50ppm 1.62 
 Orégano 500ppm 2.87 
 Ajo 50ppm 1.00 
 Ajo 500ppm 1.75 
 Mandarina cleopatra 50ppm 4.25 
 Mandarina cleopatra 500ppm 6.00 
 Guayaba 50ppm 4.50 
 Guayaba 500ppm 4.12 
 Neem 50ppm 5.75 
 Neem 500ppm 6.00 
 Aceite de orégano 2% 2.00 
 Aceite de orégano 4% 1.75 
Los testigos mostraron los siguientes resultados  a 24 y 48h de la aplicación 
respectivamente el tween 5.50 y 4.50, agua 6.00 y 4.37, testigo seco 6.12 y 
5.87. 
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Fig.  9. Valores promedios de insectos presentes en las plantas tratadas con 
diferentes especies de plantas y dosis a la 24 y 48h después de la aplicación.  
 
Con base en el análisis de varianza (ANOVA), se determinó diferencia 
altamente significativa entre tratamientos para el factor de repelencia a las 24h 
dda (Tabla 5). El coeficiente de correlación múltiple  (R2) muestra un valor 
positivo de 0.673409, este  grado de asociación entre las variables testigos y 
tratamientos corroboran los resultados de alta significancia encontrados con el 
ANOVA.  
 
Tabla 5. Análisis de varianza sobre la repelencia de insectos a las 24h después 
de la aplicación. 
Fuente g/l S.C. C.M. Fcal p-valor 
Modelo 21 535.75833333 25.51230159 9.62 2.043 
Error 98 259.83333333 2.65136054  α= 0.01 
Total 119 795.59166667    
R2= 0.673409                      C.V. 37.36             C.M.E.= 1.62 
 
Mediante la prueba de Tuckey, los tratamientos se dividieron en dos grupos. El 
grupo A de azul incluye a los tratamientos  de mandarina cleopatra en dosis de 
50 y 500 ppm, guayaba en dosis de 50 y 500 ppm, neem en dosis de 50 y 500 
ppm, y los tratamientos testigo (Tween, agua y testigo seco), los cuales no 
presentan diferencias significativas entre ellos y son los tratamientos con el 
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menor porcentaje de repelencia contra D. citri a las 24h dda (Fig. 9). El grupo B 
en rojo incluye a los tratamientos de orégano en dosis de 50 y 500 ppm, ajo en 
dosis de  50 y 500 ppm y al aceite de orégano al 2 y 4%, estos tratamientos no 
presentan diferencia significativa entre sí, pero si con los tratamientos que 
conforman el grupo A y son los tratamientos que presentaron los mejores 
resultados de repelencia para el psilido D. citri a las 24h dda (Fig. 9).  
 
 
Fig. 10. Agrupación de tratamientos por medio de la prueba de Tukey 
para rango estudentizado (HSD) a las 24h después de la aplicación. 
 
 
 
Con base en análisis de varianza (ANOVA), se detectó diferencia altamente 
significativa entre tratamientos para el factor de repelencia a las 48h dda (Tabla 
6). El coeficiente de correlación múltiple (R2) muestra un valor positivo de 
0.534915, este  grado de asociación entre las variables testigos y tratamientos 
corroboran los resultados de alta significancia encontrados con el ANOVA e 
indican que algunos de los tratamientos son diferentes en  comparación  a los 
testigos. 
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Tabla 6. Análisis de varianza sobre la repelencia de insectos a las 48h de 
exposición a los tratamientos 
Fuente g/l S.C. C.M. Fcal p-valor 
Modelo 21 356.14166667 16.95912698 5.37 2.043 
Error 98 309.65000000 3.15969388  α= 0.01 
Total 119 665.79166667    
R2= 0.534915                    C.V. 46.88              C.M.E.= 1.77 
 
 
Mediante la prueba de Tukey para rango estudentizado (HSD), se formaron 4 
grupos de significancia (Fig. 12). El grupo A en azul incluye a los tratamientos 
de mandarina cleopatra a 50 y 500 ppm, guayaba a 50 y 500 ppm, neem a 50 y 
500 ppm y los testigos Tween, agua y tratamiento seco los cuales no presentan 
diferencias significativas entre ellos y presentan valores bajos de repelencia. El 
grupo B en rojo incluye al extracto crudo de orégano a 500 ppm, mandarina 
cleopatra a 50ppm, guayaba a 50 y 500 ppm, al neem a 50 ppm y a los testigos 
Tween, agua y tratamiento seco, que presentan resultados no significativos 
estadísticamente. El grupo C en verde incluye a la mayoría de los tratamientos 
excepto al ajo a 50 ppm y a los tratamientos de mandarina cleopatra a 500 ppm, 
neem a 50 y 500 ppm y el tratamiento seco. El grupo D en morado incluye a los 
tratamientos de extractos de orégano a 50 y 500 ppm, ajo a 50 y 500 ppm y el 
aceite de orégano al 2 y 4% los cuales presentan los mejores valores de 
repelencia tanto a las 24h como a las 48h dda. 
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Fig. 11. Agrupación de tratamientos por medio de la prueba de Tukey 
para rango estudentizado (HDS) a 48h dda  
 
Los mejores resultados de mortalidad de psilidos a las 48h dda se obtuvieron 
con el aceite de orégano al 2 y 4% y con los extractos crudos de orégano y de 
ajo, ambos a 50 ppm, con valores promedios de 5.30, 5.62, 4.50 y 4.87 insectos 
muertos respectivamente (Tabla 7 y Fig. 13) 
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Tabla 7  Valores promedios de mortalidad de psilidos a las 48h dda tratados con 
extractos de diferentes dosis y especies de plantas.  
Tiempo Especie Concentración Media 
 
48h Orégano 50ppm 4.50 
 Orégano 500ppm 3.87 
 Ajo 50ppm 4.87 
 Ajo 500ppm 2.75 
 Mandarina cleopatra 50ppm 3.75 
 Mandarina cleopatra 500ppm 2.00 
 Guayaba 50ppm 3.50 
 Guayaba 500ppm 3.87 
 Neem 50ppm 2.25 
 Neem 500ppm 2.00 
 Aceite de orégano 2% 5.37 
 Aceite de orégano 4% 5.62 
Los testigos utilizados en mortalidad a 48h de la aplicación muestran un efecto 
de 2.12 con tween, 2.75 con agua y el testigo seco 1.37 respectivamente. 
 
 
 
Figura  12. Valores promedios de psilidos muertos a las 48h dda, tratados 
con diferentes dosis y especies de plantas. 
 
Con base en el análisis de varianza (ANOVA), se detectó diferencia altamente 
significativa entre tratamientos para los valores de mortalidad a las 48h dda 
(Tabla 8). El coeficiente de correlación múltiple (R2) muestra un valor positivo de 
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0.369122, este grado de asociación entre las variables testigos y tratamientos 
mostró  que algunos de los tratamientos evaluados son diferentes a los testigos. 
 
Tabla 8. Análisis de varianza sobre la mortalidad de los psilidos a las 48h de 
exposición a los tratamientos 
Fuente g/l S.C. C.M. Fcal p-valor 
Modelo 21 202.3500000 9.63452381 2.73 2.043 
Error 98 345.8000000 3.52857143  α=0.01 
Total 119 548.12500000    
R2= 0.369122                      C.V. 55.65              C.M.E.= 1.87 
 
Con la prueba de Tukey para rango estudentizado se formaron 4 grupos de 
significancia (Fig.14). El grupo A en rojo incluye a la mayoría de los tratamientos 
excluyendo a la mandarina cleopatra a 500 ppm, neem a 50 y 500 ppm, al 
tween y al tratamiento seco. El grupo B en verde no incluye al aceite de 
orégano al 2 y al 4 % y tampoco se incluyen los tratamientos de mandarina 
cleopatra a 500 ppm, neem a 500 ppm, ni al testigo seco. El grupo C en morado 
no incluye a los tratamientos de  aceite de orégano al 2 y 4% que muestran los 
mayores valores de mortalidad, tampoco incluye al testigo seco que es el 
tratamiento con los valores más bajos de mortalidad. El grupo D en celeste 
incluye a la mayoría de los tratamientos excepto al ajo a 50 ppm, y al aceite de 
orégano utilizado al 2 y 4%, lo cuales presentan las mayores valores promedio 
de mortalidad de psilidos. 
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Figura  13. Agrupación de tratamientos en mortandad por medio de la prueba de Tukey 
para rango estudentizado (HDS) a 48h dda 
 
7.4 Análisis genético del psilido Diaphorina citri 
 
Para estudiar la variabilidad genética entre las poblaciones colectadas del 
psillido se implementó la técnica de inmunocaptura-PCR y se amplificaron 
fracciones de los genes mitocondriales COII y 16S. Se utilizaron los iniciadores 
C2N y C2J que amplifican una región de 400pb del COII y los iniciadores LRN y 
LRJ que amplifican una región de 600pb de ARNr 16S. En la figura 15 se 
muestran fragmentos de aproximadamente 400 pb que corresponden a la 
amplificación  de un fragmento de la región mitocondria COII de algunas 
muestras de D. citri. En la figura 16 se muestran fragmentos de 
aproximadamente 600 pb que corresponden a la amplificación de un fragmento 
de la región del gen ARNr 16S de algunas muestras de D. citri, colectadas en 
diferentes estados de la República Mexicana. 
Posteriormente los fragmentos amplificados, se purificaron y secuenciaron. Con 
la secuencia nucleotidica obtenida se generaron dendogramas de acuerdo a la 
distancia genética de Nei y li 1979, mediante el método de agrupamiento 
UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Averages). 
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Fig. 15 Fragmentos amplificados del gen mitocondrial que codifica para la COII de D. 
citri. Carril: M. Marcador de Peso Molecular Ladder 100, Carril 1: D. citri colectado en 
Nuevo León, Carril 2: D. citri colectado en Yucatán, Carril  3: D. citri colectado en 
Michoacán.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 16. Fragmentos amplificados den gen que codifica para el ARNr 16S de D. citri. 
Carril M: Marcador de Peso Molecular Ladder 100, Carril 1: D. citri colectado en Nuevo 
León, Carril 2: D. citri colectado en Yucatán, Carril 3: D. citri colectado en Michoacán. 
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Para la generación de los dendogramas, además de las secuencias de D. citri, 
obtenidas a partir de la amplificación de fragmentos del ARNr 16S con los 
iniciadores LRN y LRJ, también se incluyeron las secuencias de C. quanli, C. 
chinensis y Homo sapiens con la finalidad de establecer su similitud con las 
secuencias del psíllido. El dendograma la existencia de 3 grupos (Haplotipos) 
en las poblaciones de D. citri  H1. Un grupo quedo conformado con las 
poblaciones colectadas en Culiacán, Veracruz y Michoacán, otro grupo quedo 
conformado con las poblaciones colectadas en Nuevo León y Campeche y un 
grupo quedo conformado solamente con las población colectada en Yucatán. 
Las distancias genéticas, muestran una  similitud del  97%  entre las 
poblaciones de D. citri (Figura 17). 
  
 
Figura 16. Dendograma de distancias geneticas de Nei por el metodo de 
agrupamiento UPGMA inferido de un fragmento del gen mitocondrial  ARNr 16S 
para poblaciones de Diaphorina citri.  
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Para la generación de un segundo dendograma, además de las secuencias de 
D. citri, obtenidas a partir de la amplificación con los los iniciadores C2N y C2J, 
también se utilizaron las secuencias del gen de la citocromo oxidasa subunidad 
2 de Meligethes subaeneus, M. gracilis, Basilia coranata, Aphis nerii, 
Acyrthosiphon kondai, Prociphilus fraxinifolii, Andrena calvata, Boreus 
nivoriundus y Homo sapiens para determinar la relación y similitud que guardan 
con el psíllido. 
 
En el dendrograma generado las poblaciones de D. citri quedaron conformadas 
en  dos grupos. En el primer grupo quedaron las poblaciones colectadas en 
Nuevo León, Campeche, Veracruz y Yucatán. Un segundo grupo quedo 
conformado únicamente con la población colectada en Michoacán  (Figura 18). 
 
 
Figura 17. Dendograma de distancias geneticas de Nei por el metodo de 
agrupamiento UPGMA inferido de un fragmento del gen mitocondrial  COII para 
poblaciones de Diaphorina citri. 
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8. DISCUSIÓN 
 
Existen diversos reportes de la efectividad del neem como anti alimentario, e 
insecticida. Silva et al en el 2007, reportaron su eficacia contra un gran número 
de especies. Sin embargo, en este trabajo los tratamientos a base de neem no 
presentaron eficiencia significativa de repelencia y mortalidad contra D. citri. Lo 
anterior pudo deberse a que se utilizaron hojas y posiblemente la cantidad de 
azadiractina presente fue mínima. Wandscheer et al en el 2004, mencionan que 
los frutos son la parte que contiene la mayor cantidad de azadiractina.  Adan et 
al en el 1998, demostraron que el neem se requiere utilizar en concentraciones 
mayores a 50 mg/L para provocar efectos en los adultos. Según Mordue et al. 
(1993), aproximadamente el 65% de la azadiractina se descompone por efecto 
de los rayos ultravioleta en 14h y su concentración depende de diversos 
factores como temperatura, humedad, luz, etc.  Ermel et al. (1987), mencionan 
que los insectos pueden presentar cierta resistencia a los extractos cuando es 
la primera vez que se ponen en contacto con las sustancias. En referencia a lo 
anterior, Niesbet et al. (1994), demostraron que los áfidos son poco 
susceptibles al efecto anti alimentario y requieren de una reingesta para obtener 
algún efecto. 
 
Con la guayaba solamente se han realizado ensayos en trabajos de campo 
mediante el intercalado de estas plantas vivas dentro de plantaciones de 
cítricos y se obtuvieron resultados promisorios en cuanto a la repelencia y 
efectos en el desarrollo y ovoposición del psilido (Ichinose et al. 2008). Sin 
embargo, Lima, et al. (2009), demostraron que el aceite esencial de la guayaba 
presenta repelencia en orugas de Spodoptera frugiperda. Rouseff et al. (2008), 
demostraron que la sustancia responsable de la repelencia era el DMDS que se 
forma en los daños mecánicos de las hojas y tiene una duración de 10 min por 
lo que se considera un tiempo muy corto para que demostrar un efecto 
promisorio. Tsagkarakis et al. (2010), compararon el efecto de la mandarina 
cleopatra con otros cítricos sobre D. citri y reportaron que la mandarina 
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cleopatra provoca poco o nulo desarrollo de D. citri y no se ha encontrado el 
metabolito responsable. En este estudio solamente se utilizaron extractos 
etanólicos crudos restringiendo la extracción de componentes químicos de las 
plantas por lo que algunos componentes o principios activos pudieron no 
encontrarse en la evaluación. 
 
Los extractos crudos de ajo y orégano en dosis de 50 ppm, mostraron ser 
eficientes en la repelencia de D. citri ó podrían estar afectando al insecto en 
comportamiento y facultad para alimentarse. Han et al. (2006), reportaron al ajo 
como planta insecticida y no con actividad anti alimentaria.  Mann et al. (2011), 
utilizando una mezcla de di y trisulfuros 1:1 extraídos de ajo probaron la 
repelencia e inhibición de D. citri sin afectar a los enemigos naturales.  Traboulsi  
et al. (2002), utilizaron concentraciones de 36mg/L de extracto crudo de 
orégano para poder encontrar efecto en el cuarto estadio larval del mosquito 
Culex pipens, en este trabajo se utilizaron dosis de 0.5mg y 5mg/L 
encontrándose resultados promisorios en la repelencia de D. citri. El aceite 
esencial del orégano generalmente es utilizado en estudios antimicrobianos 
(García 2006) y anti fúngicos (Hernández et al. 2008). Sin embargo, Vigueras et 
al. (2006), mencionan que este producto no presenta actividad ovicida ni 
larvicida. En este estudio el aceite de orégano tanto al 2% como al 4% presentó 
buena actividad repelente de insectos adultos de D. citri y también se estableció 
su eficacia en la mortalidad del psilido en las dos concentraciones evaluadas.  
 
Martínez et al. (2000), mencionan que los plaguicidas vegetales actúan más 
discretamente que los químicos sintéticos por lo que muchas veces las plagas 
no se eliminan a la primera aplicación, los plaguicidas naturales pierden su 
efecto pronto por lo que deben ser aplicados al momento de su preparación y 
más frecuentemente que los químicos sintéticos, su efecto y contenido de 
ingredientes activos dependen entre otros factores de la especie, época de 
recolección, variedad de la planta, influencia ambiental, forma de preparación, 
extracción y aplicación del producto. Chiasson et al. (2004), señalan que en los 
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programas de manejo integrado de plagas se puede hacer uso de extractos 
botánicos con propiedades repelentes, ya que presentan la ventaja de efectos 
residuales muy cortos y pueden ser compatibles con el control biológico. Por lo 
tanto, los extractos vegetales, sobre todo el orégano en su modalidad de aceite 
en las dosis evaluadas en este trabajo, se constituyen como una interesante 
alternativa para el control de plagas, con excelentes perspectivas futuras de 
aplicación a nivel de campo. 
  
En este trabajo se realizaron 354 pruebas de detección de  la bacteria en 
plantas que presentaban la sintomatología típica decoloración de hojas, fruto 
deforme, engrosamiento de la nervadura, etc. Se lograron detectar 2 muestras 
positivas, del estado de Yucatán y Colima, por medio de la técnica de PCR 
convencional, utilizando solo nervaduras centrales para la extracción del ADN.  
Hung et al. (2004), mostraron evidencia para determinar que la detección del 
HLB por PCR convencional es muy difícil debido a lo baja de la concentración 
de la bacteria y a la heterogeneidad de su distribución en el árbol, hay que 
tomar en cuenta los métodos de extracción del ADN que aunque sean 
altamente eficientes en la extracción no se tiene la certeza de que en extracto 
se encuentre el ADN bacteriano o que es tan poca la concentración que pase 
inadvertido para las pruebas de detección por medio del PCR convencional. 
Wilson en el 1997, demostró que la aplicación de la metodología convencional 
se ve afectada por la presencia de inhibidores, proteínas, fenoles, iones, los 
cuales también pueden provocar falsos negativos en la detección de patógenos 
por medio de la técnica de PCR. También hay que tomar en cuenta que aún y 
cuando la planta presente la sintomatología típica puede deberse a deficiencias 
y/o a otras enfermedades que puedan provocar esta sintomatología. Por lo 
tanto, se demuestra que a la fecha la técnica más sensible para la detección del 
agente causal del HLB es la técnica de PCR en Tiempo Real. Neves en 2011, 
determinó que el fitoplasma del grupo 16Sr está asociado a los síntomas 
provocados por HLB y puede ser transmitido por chicharritas de la familia 
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Cicadellidae, lo que puede ocasionar la no detección de Ca. Liberibacter spp., 
en plantas con los síntomas típicos de infección con HLB. 
 
Con los resultados obtenidos se determinó que los iniciadores específicos rplJ5 
y rplA2 son más sensibles para la detección de la bacteria que los iniciadores 
OI1 y OI2C, ya que con estos últimos todas las pruebas de detección de la 
bacteria fueron negativas, posiblemente estos resultados son debido a 
concentraciones bajas de ADN del patógeno. Teixeira et al. (2008), 
mencionaron que al utilizar el PCR convencional o punto final, la detección se 
obtiene solo en muestras con síntomas evidentes de la enfermedad, ya que la 
concentración del ADN bacteriano está directamente relacionado con la 
severidad de los síntomas. Con los datos obtenidos en este trabajo se 
establece que la bacteria detectada mediante la técnica de PCR punto final, 
pertenece a la especie de Candidarus Liberibacter asiaticus, debido a que la 
amplificación del fragmento de aproximadamente 703 pb corresponde 
únicamente a esta especie de la bacteria causante del HLB y está determinado 
por la especificidad del par de iniciadores utilizados en diferentes pruebas para 
su detección. 
 
El dendograma generado a partir de las secuencias nucleótidicas del gen que 
codifica para el ARNr 16S, indica la existencia de dos grupos, uno conformado 
por Nuevo León, Yucatán y Campeche y el otro conformado por las poblaciones 
colectadas en Culiacán, Veracruz y Michoacán. Sin embargo, no se observa 
una similitud del 100% entre las diferentes poblaciones que conforman los dos 
grupos. Por una parte, las poblaciones de Nuevo León y Campeche presentan 
mayor similitud entre ellas en relación con la población de Yucatán que quedo 
ubicada en un subgrupo, sin embargo, el porcentaje de similitud no es del 100% 
entre las dos primeras poblaciones, con estos resultados se puede inferir que 
este grupo al menos existen dos haplotipos y que a pesar de que estas 
poblaciones tienen un mismo origen, probablemente han ido sufriendo cambios 
en su secuencia nucleótidica para condiciones de adaptación a las diferentes 
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zonas que invaden y/o el gen que codifica para el ARNr 16S por su naturaleza 
de poseer muchas copias sea más probable la existencia de mayor variabilidad 
nucleótidica, de manera tal, que estás regiones sean más apropiadas para su 
uso en el estudio de la diversidad genética al menos de D.citri. En el segundo 
grupo las poblaciones de Michoacán y Culiacán presentan un 100% de 
similitud, pero quedan agrupadas con las poblaciones colectadas en Veracruz 
que por su ubicación geográfica debería quedar ubicado en el grupo 
conformado por las poblaciones de Campeche, Yucatán y Nuevo León. Sin 
embargo, dada la alta homología existente entre las tres poblaciones que 
conforman el segundo grupo, lo más probable es que se trate de un mismo 
haplotipo o que la población de Veracruz pueda constituir un haplotipo diferente 
ya que su homología no es del 100% con las otras dos poblaciones del grupo, 
lo cual coincide con los resultados reportados por López et al en el 2005, 
quienes señalan que las poblaciones de D. citri  encontradas en Veracruz y 
Nuevo León conforman un haplotipo diferente a los dos haplotipos encontrados 
en Yucatán.  
 
El dendograma generado a partir de las secuencias nucleótidicas del gen 
ribosomal que codifica para la citocromo oxidasa II,  indica la existencia de dos 
grupos, de D. citri, pero a diferencia de los resultados obtenidos con la 
secuencias nucleótidicas obtenidas a partir del gen que codifica para el ARNr 
16S, el grupo conformado con las poblaciones colectadas en Yucatán, Nuevo 
León, Campeche, se le adiciona la población colectada en Veracruz. El 
segundo grupo obtenido con el gen que codifica para la COII quedo conformado 
solo por  la población colectada en Michoacán. Estos resultados son 
concordantes con los orígenes de colecta y de la posible ruta de migración 
seguida por el psilido, el cual fue detectado por primera vez en el año de 2002 
en el estado de Campeche y se asume su ruta migratoria hacia el resto del 
país, siguiendo las plantaciones comerciales de cítricos en todos los demás 
estados de la República Mexicana. 
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Las secuencias de los fragmentos mitocondriales amplificados muestran una 
baja diversidad genética demostrando que se trata de la misma especie. 
Estudios similares basados en la amplificación del gen mitocondrial que codifica 
para la Citocromo Oxidasa I (COI), señalan que en la República Mexicana 
existen 3 haplotipos  en las poblaciones de D. citri y establecen como punto de 
introducción a la Península de Yucatán por presentar dos haplotipos (López et 
al 2005), los cuales son diferentes a los encontrados en Veracruz y Nuevo 
León. En este trabajo también se detectó diferencias nucleótidicas en las 
poblaciones colectadas en Campeche, Yucatán y Nuevo León al utilizar la 
secuencia nucelótidica del gen que codifica para el RNAr 16S, lo que indica la 
existencia de dos haplotipos en la Península de Yucatán y otro haplotipo 
conformado con las poblaciones de Culiacán, Michoacán y Veracruz o 
probablemente en estas últimas poblaciones existan dos haplotipos al no 
encontrarse un 100% de similitud en su secuencia nucleótidica y un haplotipo 
este conformado por las poblaciones de Culiacán y Michoacán y el otro por las 
poblaciones de Veracruz, lo cual corroboraría la hipótesis un punto de entrada 
distinta de D. citri en México..  
 
A pesar de que las regiones mitocondriales son altamente conservadas y que la 
similaridad encontrada es del 98%, en estudios futuros de caracterización 
molecular o de diversidad genética de un mayor número de colectas de D. citri, 
se recomienda usar los iniciadores utilizados en este trabajo, los cuales 
amplifican regiones de los genes que codifican para el RNAr 16S y para la COII, 
ya que se detectó mayor variación genética a la reportada en otros estudios 
donde utilizaron iniciadores diferentes.   
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9. CONCLUSIONES 
 
Se lograron desarrollar alternativas de control y manejo del psilido Diaphorina 
citri,  
 
El extracto de Ajo en dosis de 50 ppm se considera el mejor producto para la 
repelencia contra Diaphorina citri. 
 
El aceite de orégano al 4%, presentó los mejores resultados de mortalidad  
contra Diaphorina citri y se le considera con buen potencial para su utilización a 
nivel de campo. 
 
El método de extracción del ADN de plantas de cítricos y del psilido  Diaphorina 
citri optimizado en este trabajo, fue eficiente, ya que se logró la detección 
molecular de Candidatus Liberibacter asiaticus y la caracterización molecular de 
Diaphorina citri.  
 
La técnica de inmunocaptura-PCR optimizada en este trabajo disminuye costo y 
tiempo en la amplificación de fragmentos del ADN de Diaphorina citri. 
 
Mediante el análisis de la secuencia nucleótidica de los genes que codifican 
para el ARNr 16S y la Citocromo Oxidasa II de D.citri, se estableció la presencia 
de al menos tres haplotipos en las poblaciones estudiadas. 
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